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.1 ' ' 

Concentre . d ' immunoglofaulines G d usage therapeutique et 
..precede de production audit concentre. 

La presente invention concerne un concentre 
5 d 1 imrnunoglobulines G a usage therapeutique et le procede de 
production dudit concentre. 

Diverses preparations d 1 imrnunoglobulines 
polyvalentes sont deja utilisees depuis longtemps . D'une 
maniere generale, elles sont preparees a partir d f un "pool" 
10 de serums de 2.000 a 5.000 donneurs ce qui assure ,1a 
presence de tous les anticorps normalement presents dans 
1' ensemble de la population d'une contree choisie. 

Ces preparations d 1 imrnunoglobulines sont preparees 
selon la methode classique de Cohn plus ou moins modifiee, 
15 e'est-a-dire par precipitation a l'ethanol. Ce precede 
presente un desavantage important du au traitement a 
l'ethanol qui provoque une certaine denaturation des 
proteines et la formation d'agregats de polymeres 
d 1 imrnunoglobulines . Ceux-ci presentent un risque 
20 therapeutique en provoquant l 1 activation du systeme 
complement et des reactions anaphy lact iques . Ces 
preparations ne peuvent done pas etre utilisees en 
injections int raveineuses mais seulement en intra- 
musculaires, ce qui en limite la dose injectable et 
25 1 *ef f icacite 

Differents traitements sont deja appliques pour 
contourner ce probleme : le clivage des imrnunoglobulines par 
la pepsine ou par la plasmine, un traitement a la 
P-propiolactone ou avec des agents reducteurs et alkylants, 

30 ou a pH 4 f ou avec du PEG pour precipiter les agregats . 

La Demanderesse a prefere eviter ces traitements 
enzymatiques ou chimiques et a supprime 1 ' etape de 
precipitation a l'ethanol. Elle a ainsi mis au point un 
procede qui comprend une succession de separations 
35 chromatographiques et qui ne comporte aucune precipitation. 

La preparation de concentres d 1 imrnunoglobulines 
par chromatographic a deja ete experimentee par Friesen et 
al. (Friesen - Joint IABS/CSL Symp. on Standardization in 
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Blood 'Fractionation - Australia 1986 - Develop, biol. 
Standard . 67, 1.987., 3-13 ; Immunoglobulins - Pub . Central 
Lab .Netherlands Red Cross 1988 - Ed. Krynen, Strengers, Van 
Aken) .-.gui utilisent une ou de,ux chromatographies d' echanges 
5 d 1 anions : 

- Une chromatographie unique sur DEAE-Sephadex 
permet la preparation de y. gldbulines specif iques a partir 

de serums hyperimmuns, mais elle n'est applicable qu'a de 
petits volumes . 

10 - Une chromatographie sur DEAE-Sepharose suivie 

d'une chromatographie sur DEAE-Sephadex permet de preparer 
de plus grands volumes et est applicable a la preparation 
d 1 immunoglobulines polyvalentes , mais le procede ne s'est 
pas revele rentable a l'echelle industrielle. 

15 La purification des immunoglobulines pose des 

problemes part iculiers , outre ceux qui ont deja ete cites 
plus haut, parce que leur activite biologique est liee a 
leur integrite structurale, or cette activite ne se mesure 
pas simplement, comme une activite enzymatique. Ainsi, par 

20 exemple, pour un anticorps specifique, a taux egal en 
anticorps mesure par ELISA, le pouvoir de neutralisation de 
1 1 infect ivite d ' un virus varie fortement d'un concentre a 
1* autre, en fonction du procede de preparation. 

La Demanderesse s'est done attachee a mettre au 

25 point un procede de purification des immunoglobulines non 
denaturant, applicable a l ! echelle industrielle (par exemple 
sur des lots de serum de plus de 500 litres) et qui permet, 
en outre, la recuperation des autres proteines plasmatiques 
d'interet therapeutique . _ 

30 Le procede de production d'un concentre 

d 1 immunoglobulines, selon la presente invention, ne comprend 
pas de precipitation a 1'ethanol et comprend une succession 
d'etapes chromatographiques au cours desquelles les 
immunoglobulines restent toujours en phase liquide et a un 

35 pH compris entre 5,5 et 7,8. Le procede comprend egalement 
une etape d 1 inacrivation virale, par exemple par traitement 
au solvant-derergent . . 
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Le procede selon la presente invention s 'applique 
au plasma total ou,- de preference, au surnageant du 
cryoprecipite . 

. II s ' applique aussi toien a de grands volumes de 
5 "pool" de plasmas destines a la preparation 
d ' immunoglobulines polyvalentes qu'a de plus pet its volumes 
de plasmas hyperimmuns destines a. la. preparation 
d 1 immunoglobulines specif iques . 

Le plasma ou la fraction de plasma de depart est 
10 de preference soumis a une etape de prepurif ication, avant 
la mise en oeuvre du procede proprement dit . ; celle-ci est 

ef fectuee , par filtration sur une serie de cartouches 
filtrantes de porosite de 0,5 a 0,2(1, constituees de 

cellulose et de perlites, portant des charges negatives, et 

15 d'une faible quantite de resine chargee positivement 
(filtres Zeta plus® fournis par Cuno - USA) . Ces filtres, 
grace a leur charge negative, permettent I 1 adsorption et 
done ici 1 1 elimination du Facteur XI qui, sans cette etape 
de prepurif icat ion se retrouve copurifie avec les 

20 immunoglobulines ce qui peut entrainer une intolerance au 
produit final et des phenomenes d 1 hypotension . 

Le procede comprend eventuellement une ou 
plusieurs etapes de prepurif icat ion qui permettent 
d'eliminer certaines proteines piasmatiques et ainsi de 

25 diminuer la taille des colonnes de chromatographic 
ulterieures, ce qui est particulierement avantageux pour les 
grands volumes . Ainsi la fraction de proteines peut etre 
prepurifiee en "batch" en presence d'un gel echangeur 
d' anions, de type DEAE^Sephadex®, qui permet la retention et 

30 done 1 1 elimination du Facteur IX, du Facteur VII, de la 
proteine C. Elle peut ensuite etre injectee sur une colonne 
de gel echangeur d 1 anions, de type DEAE-Sepharose® , qui 
permet la retention et 1 1 elimination de l T albumine et de 
1 1 a.antitrypsine • Ces dernieres peuvent etre desorbees et 

35 concentrees selon des methodes connues, et avec un rendement 
particulierement eleve grace au procede tel que decrit pour 
la presente invention. 
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,La fraction proteique constit.uant le filtrat de la 
col onne peut e ventuel lement etre soumise a une 
chromatographie sur une colonne d 1 heparine-Sepharose® avant 

5 d'etre soumise a la chromatographie suiv.ante, .a fin 
d !| eliminer 1 ' antithrombine III. 

Le pro.cede 1 selon la presente invention comprend 
une etape de dessalage, soit par ultrafiltration, soit par 
. chromatographie de tamisage moleculaire, dans laquelle le 

10 filtrat des etapes de prepur if icat ion eventuelles est 
injecte sur une colonne de gel de type dextran reticule, par 
exemple du Sephadex®-G2 5 , equilibre en tampon Tris-HCl 
0,022M a pH 7,8 et la fracrion contenant les proteines 
plasmatiques est recuperee , 

15 Ladite fraction proteique est ensuite injectee sur 

une colonne de chromatographie const ituee d ! un gel echangeur 
d'anions, plus part iculierement d'un gel greffe de 
groupements DEAE . On obtient un rendement part iculierement 
efficace avec un gel de type acrylamide reticule comme le 

20 DEAE-Trisacryl® Plus LS ( Sepracor-IBF , ref . 262080), 
equilibre en tampon Tris-Hcl 0,025M a pH 7,8. Cette colonne 
adsorbe. pratiquement toutes les proteines plasmatiques sauf 
les immunoglobulines G. Ces dernieres se retrouvent dans le 
filtrat et peuvent etre concentrees a environ 50 g/1. 

25 La solution concentree d ' immunoglobulines est 

ensuite soumise a un traitement d 1 inactivation virale, par 
exemple, par un traitement en presence de solvant-detergent 
et de preference de TnBP (tri (n-butyl) phosphate) 0,3 % et de 
Tween®80 (polyoxyethylenesorbitane-monooleate) 1 %, a 25°C 

30 sous legere agitation pendant au moins 6 heures . 

Le procede selon la presente invention comprend 
ensuite une chromatographie sur gel echangeur de cations, 
plus part iculierement sur un gel greffe de groupements 
carboxymethyie (CM) . On obtiern: un rendement part iculierment 

35 . efficace avec un gel de type CM-Trisacryl® LS (Sepracor, 
ref. 260280) equilibre en tampon acetate de sodium 0,024M a 
pH 5,5. 
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Ce gel adsorbe les immunoglobulines et permet. 
1 T elimination du solvant-detergent dans le filtrat- Les 
immunoglobulines .so at en suite desorbees et eluees par 
augmentation de la force, ion i que du tampon, a 0,15 - 
5 0, 19. M NaCl. 

Elles sont additionnees de saccharose a HOg/l, 
conditionnees et lyophilisees . 

L f analyse du concentre d 1 immunoglobulines G obtenu 
par le .procede decrit plus haut confirme qu'il est depourvu 
10 d^gregats et d 1 immunoglobulines A et r de maniere 
surprenante, qu'il est egalement depourvu d 1 immunoglobulines 
E ou qu f il n'en contient plus qu'un taux inferieur a 10 % du 
taux present dans le plasma, ce qui lui confere un avantage 
therapeutique supplementaire . 
15 La presente invention concerne done un nouveau 

concentre d ' immunoglobuline G d'origine plasmatique depourvu 
d'agregats d ' immunoglobulines G et d ' immunoglobulines E, 
ainsi que d'IgA. 

Ces proprietes le rendent done particulierement 
20 adapte a une injection par voie intraveineuse et il est 
formule de maniere appropriee en vue de ladite injection. 

Les exempies suivants decrivent des modes de mise 
en oeuvre du procede sans toutef ois limiter la portee de 
1' invention. 
25 ExempXe 1 

Le materiau de depam est un pool de 500 litres de 
plasma de donneurs sains, choisis au hasard dans une 
population normale. 

Apres cryoprecipit at ion selon les methodes 
30 classiques, le surnageant est recupere pour etre soumis aux 
differentes, etapes de chromatographie 
l.A Chromatoaraphie de dessalage . 

Cette chromatographie est effectuee sur une 
colonne GF 04-06 (Sepracor®) de ,65 Litres de Sephadex®G25 
35 equilibree en tampon Tris HC1 0, 022M a pH 7,8, a un debit de 
450 litres/heure . 

Le filtrat est suivi par densinometrie et la 
fraction contenant 1 'ensemble des proteines est recuperee. 
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La co.lonne est: regeneree par lavage avec une 
solution de NaCl 1M. 

1 .B Chromatoaraohie sur gel e rhanaeur d 1 anions. 

Cette chromatographie est effectuee sur des 
5 colonnes GF 08015 de 65 litres de DEAE-Trisacryl® 
equilibrees en tampon Tris-HCl 0, 025M a pH 7 , 8; a un debit 

de 150 litres/heure. 

..." Dans ces conditions d 'utilisation r les 
immunoglobulines G sont pratiquement les ,seules proteines 
10 qui ne s' adsorbent pas sur la coionne. 

Le filtrat est suivi par densitomet rie et la 
fraction proteique est recuperee. Elle est done constitute a 
pres de 100 % d ' immunoglobulines G. 

L'albumine qui est restee adsorbee sur la coionne 
15 est eluee par addition de NaCl 0,4M dans le tampon et elle 
est concentree selon des methodes classiques. 

La coionne est regeneree par lavage avec une 
solution de NaCl 2M, 

l.C Traitement d 1 inact iva t-ion virale. 
20 Le filtrat de la coionne precedente est concentre 

a environ 50g/l et soumis a un traitement ciassique par 
addition d'un melange de solvant-detergent , pendant 6 heures 
a 25°C sous, agitation lente. 

Le melange comprend du TnBP 0,3 % et du Tween 80 1 %. 

25 l.D. Chromatoarar>hie sur gel ec hanaeur de cations, 

Cette chromatographie est effectuee sur une 
coionne GF 08015 de 65 litres de CM-Trisacryl® equilibree en 
tampon acetate de sodium 0, 024M a pH 5,5, a un debit de 20 a 
100 litres/heure. 

30 Dans ces conditions d ' utilisation les 

immunoglobulines s l adsorbent sur le gel et la combinaison 
solvant-detergent et les eventuels contaminants denatures ou 
autres residus sont elimines dans le filtrat. 

Les/ immunoglobulines sont ensuite desorbees par 

35 augmentation de la force ionique du tampon par addition de 
chlorure de sodium 0,15 a 019M 

La fraction d ' immunoglobuline s recuperee a une 
concentration de 30 a 50g/l et peut done etre conditionnee 
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telle quelle, apres addition de saccharose a 110g/l. 

La colonne est regeneree par lavage avec une 
solution de NaCl I'M. 
Exemole 2 

5 Au procede decrit dans l'exemple 1 on ajoute une 

etape preliminaire de prepurif icat ion r avant la premiere 

chromatographie . 

Le surnageant du cryoprecipite est soumis a. une 
filtration sur une batterie de 3 cartouches de filtres de 

10 porosite comprise entre 0,5 et 0,2 (I et essent iellement 
Cxharges negativement (Filtres Zeta plus ®, fournis par Cuno, 
Process Filtration Products, filiales de Commercial 
Intertech Corp. USA, et decrit dans les brevets US 4,783,262 
et 4,859,340, denommes "filtres Cuno"). Ces filtres sont 

15. constitues de cellulose purifiee, de perlites et d'une 
faible quantite de resine chargee posit ivement . D'autres 
systemes de filtres disponibles dans le commerce peuvent 
egalement etre utilises. 

Les filtres sont rinces en tampon 

20 citrate/phosphate comprenant du citrate de sodium, du 
phosphate disodique, du phosphate de potassium, du chlorure 
de sodium et de 1 T EDTA-disodique et ajuste a un pH compris 
entre 5,5 et 6,5 et, pref erentiellement , a pH 6. 

Cette etape de filtration permet la retention et 

25 done 1 'elimination du Facteur XI. 
Exermole 3 

Au procede decrit dans l'exemple 1 ou dans 
l'exemple 2 on ajoute une etape prealable d' adsorption sur 
gel echangeur d' anions, avant la pjremiere chromatographie de 
30 dessalage sur Sephadex G25. 

Cette adsorption prealable est effectuee en 
"batch" en presence de DEAE-Sephadex® a une concentration de 
l,5g/litre de plasma, durant 2 a 5 heures . Ceci permet la 
retention et done 1 'elimination du Facteur IX, du Facteur 
35 VII et de la proteine C. Les immunoglobulines se retrouvent 
dans le surnageant . 

Celui-ci peut encore etre soumis a une 
prepurif icat ion supplementaire par chromatographie sur 
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colonne de DEAE-Sepharose® CL6B fast flow (Pharmacia) . Xe 
/ materiel pla.smatique est di.aiyse et a juste a une 
conductivite de 1 , 6 mS avec de .I 'acetate de .sodium 0/025M. 
Le pH est a juste a 7,6. 
5 La colonne est equilibree en tampon .acetate de 

sodium 0, 025M a pH 7, 6. 

Les immunoglobulines se retrouvent dans le 

f iltrat . 

Ce procede a le double avahtage : 
10 - de laisser filtrer des immunoglobulines deja 

prepurifiees et ainsi de permettre une reduction de la 

taille des colonnes chromatographiques suivantes. 

- et de retenir I'albumine et 1 ! 0C antitrypsine qui 

peuvent ensuite etre purifiees, selon des methodes connues 
15 avec un rendement part iculierement eleve. 

Le filtrac contenant les immunoglobulines G 
prepurifiees peut encore etre soumis a une chromatographic 
sur colonne d 1 hepar ine-Sepharose® equilibree en tampon 

phosphate 0,02 M -chlorure de sodium 0,154M a pH 6,8. 
20 Cette chromatographie permet d 1 adsorber et done 

d'eliminer 1 1 ant ithrombine III alors que les 
immunoglobulines G se retrouvent dans le f iltrat . 
g^ em ple 4 

On a compare les titres en anticorps mesures par 
25 ELISA et le pouvoir neutralisant de 1 ' inf ectivite d l un virus 
choisi comme modele, le cytomegalovirus, avec les. 
immunoglobulines preparees selon les methodes classiques de 
f ractionnement par I'ethanol suivi d'un traitement a pH4 en 
presence de pepsine et selon le procede de la presente 
30 invention. 
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Mode de preparation 
des IgG 


Titre EL1SA 
. (U/ml) 


Pouvoir 
neutralisant , 
(titre du CMV) ■ 


• Methode t raditionnelle : 


■ 




lot 1 


100 


1280 


lot 2 


110 


640 


lot -3 


110 


640 


• Selon la presente 






invention 






lot 1 


90 


2560 


lot 2 


120 


5120 


lot 3 


100 


5120 



5 Ces resultats indiquent clairement quis, pour une 

quantite equivalente d'anticorps (en ELISA) la qualite de 
ceux-ci f evaluee par leur activite biologique (pouvoir 
neutralisant) est nettement superieure pour les anticorps 
produits par voie chromatographique . 

10 

E^gmpl^ 5 . * 

On a mesure la quantite d'IgE presente dans le 
plasma de depart, dans des lots de concentre d'IgG prepares 
selon la methode classique (comme rappele dans I'exemple 4) 
15 et par la methode chromatographique selon la presente 
invention . 

Le tableau suivant montre qu'il ne subsiste 
presque pas d^gE dans la preparation par chromatographic 
alors qu'elles sont plus concentrees que dans le plasma de 
20 depart dans les preparations classiques. 
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N°. de lot 


IgE (Ul/.ml) 


PLASMA DEPART 


99030120 


96 




30162 


108 




30170 


118 


Igb C-La551CjUe5 








9 0 9 11 

4. \J £- O ±- 


9 S 9 
^. -j 






9 79 




9 i inn 


9 90 






9 10 




T n Pi "7 1 


9 10 
z. x u 




*5 n n "7 9 


Z. *i D 




JUU oU 


9 d 9 
i *± -t. 






9 "nP 
0 0 




juuoz 


tHO 




0 nn on 
juu y u 


9 14 




30091 


212 




■inn Q9 


170 




30100 - 


160 




30101 


117 




30102 


144 




30110 


250 




*J\J 1. A. 


224 




10 1 90 

-J U X i- w 


195 




30121 


161 




30122 


220 




30130 


238 




' 30131 


248 




30132 


227 


IgG preparees 


50230050 


12 


par 


070 


6 


chromatographie 


080 


8,1 




090 


4,1 




100 


7,5 




110 


3,5 



5 
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'RE VEND. I CATIONS 

1, Concentre -d' 1 immunoglobulin's G d'origine 
. plasmatique a usage therapeutique, caracterise en ce qu'Ml 
5 est depourvu cT.agreg.ats d ' immunoglobulines G et qu ' 11 ne 
contient qu'un taux. d'immunoglobulines E inferieur a 10 % du 
taux present dans le plasma.. 

2. Precede de production d'un concentre 
d 1 iminunoglobulines G selon la revendication 1, caracterise 
10 en ce qu'il ne comprend pas de precipitation a l'ethanol et 
qu'il comprend une succession d'etapes de chromatographie au 
cours desquelles les immunoglobulines restent toujours en 
phase liquide et a un pH compris entre 5,5 et 7,8, a in si 
qu'une etape d 1 inactivation virale. 
15 3. Procede selon la revendication 2, caracterise 

en ce qu'il comprend successivement : 
a- une etape de dessalage, 

b- une chromatographie sur gel echangeur d' anions , 
c- un traitement d 1 inactivation virale, 
20 d- et une chromatographie sur gel echangeur de 

cations. 

4. Procede selon la revendication 2 ou 3, 
caracterise en ce que le materiau de depart est la fraction 
du plasma surnageant apres cryopecipitat ion . 
25 5. Procede selon la revendication 4, caracterise 

en ce que le surnageant de la cryoprecipitat ion est sounds a 
une etape de prepur if ication par filtration sur une serie de 
cartouches de filtres de porosite de 0,5 a 0,2 |l, constitues 

de cellulose et de perlites, portant des charges negatives, 
30 et d'une faible quantite de resine chargee positivement . 

6. Procede selon Tune quelconque des 
revendications 2 a 5, caracterise en ce qu'il comprend une 
ou plusieurs etapes de prepurif ication par adsorption de 
certaine proteines plasmatiques sur des gels choisis parmi 
35 les gels echangeurs d'anions et 1 1 heparine-sepharose . 

1. Procede selon la revendication 3, caracterise 
en ce que 1 ' etape a) est realisee sur un gel de type dextran 
reticule, equilibre en tampon Tris-HCl 0,022M a pH 7,8 et 
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que la fraction comprenant les proteines plasmatiques est 
recuperee pour etre soumise a 1' etape b) . 

8. Procede selon la revendication 3, caracter.ise 
en ce que 1 1 etape b) est realisee sur un gel de type 

5 acrylamide reticule, greffe avec des groupements DEAE, 
equilibre en tampon Tris-HCl 0/025M a pH 7.,8 et que le 
filtrat est recupere pour etre soumis a 1 1 etape. c) . 

9. Procede selon la revendicat ion 3, ' caracterise 
en ce que l r etape c) est realisee par traitement au solvant- 

10 detergent pendant au moins 6 heures a 25°C. 

10. Procede selon la revendication 3, caracterise 
en ce que 1 1 etape d) est realisee sur un gel de type 
acrylamide reticule, greffe avec des groupements 
carboxymethyle, equilibre en tampon acetate de sodium 0,024M 

15 a pH 5,5, et que les immunoglobulines adsorbees sur le gel 
sont eluees par augmentation de la force ionique du tampon a 
0, 15 - 0, 19M NaCl 

11. Procede selon la revendication 3, caracterise 
en ce que les immunoglobulines eluees de 1 1 etape d) sont 

20 additionnees de saccharose a 110g/l puis lyophilisees . 
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